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Abstract (Basic): DD 299213 A 

A live virus vaccine is stabilised against the effects of temp, by using a stabiliser 
mixture (A) based on amino acids; polyhydroxy compounds and polysaccharides. The novelty 
is that the harvested virus-containing cell culture supernatant is treated with a mixture of (a) 
L-Arg; (b) sucrose, sorbitol or trehalose and (c) dextran of molecular weight 40-70 kD in 
weight ratio 5:2:3. After freeze-drying the product has maximum residual moisture content of 
0.4wt.%. 

The weight of stabiliser is preferably 20-40 mg per inoculation dose and the volume 
ratio cell culture medium to stabiliser mixture is 2:3. 

USE/ADVANTAGE - The method is especially applied to live measles vaccine 
(optimally also containing vaccines against mumps and/or rubella) and provides a product 
which satisfies the WHO standards for temperature stability (less than one log 10 loss of 
activity after 7 days at 37°C). The vaccine is thus suitable for use in (sub)tropical as well as 
temperate regions. 
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Patentanspruch: 

1. Verfahr n zur Stabilisierung eines Lebendvirusimpfstoffes gegenuber T mperatureinwirkung 
unter Verwendung eines Stabilisatorgemisches auf Basis von Aminosauren, 
Polyhydroxyv rbindungen und Polysacchariden, g k nnzeichnetdadurch, daBdervirushaltige 
Zellkulturuberstand nach der Virusernte mit einem Gemisch aus L-Arginin, Saccharose, Sorbit Oder 
Trehalose und Dextran eines Molekulargewichtes von 40 bis 70 kO im Masseverhaltnis 5:2:3 versetzt 
wird und nach der Lyophilisation hochstens eine Restfeuchte von 0,4Ma.-% aufweist 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, gekennzelchnet dadurch, daB die Masse des Stabilisators pr 
Einerimpfdosis zwischen 20 und 40 mg liegt. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 , gekennzelchnet dadurch, daB virushaltiges Zellkulturmedium und 
Stabilisatorgemisch im Volumenverhaltnis 2:3 gemischt werden. 

Anw ndungsgebiet der Erflndung 

Die Erflndung betrifft ein Verfahren zur Stabilisierung eines Lebendvirusimpfstoffes gegenuber Temperatureinwirkung. Oas 
Verfahren ist in der Impfstoffproduktion auch zur Herstellung von Masernlebendvirusimpfstoff anwendbar. 



Charakteristik des bekannten Standes der Technik 

WS&rige Losungen von Lebendvirusvakzi nen sind als unstabil bekannt. Die ubliche Technologies um die Instability zu 
vermindern, ist das Entf emen des Wassers durch Lyophilisation. Aber auch in getrocknetem Zustand verliert diese Vakzlne beim v 
Lagern einen Teil ihrer Infektiositat. Die Geschwindigkett dieses Infektiositfitsver lustes ist um so hdher, je hdher die Lager* und. 
Handhabungstemperatur ist Es ist deshalb wichtig. ein Maximum an StabilitSt fur die Vakzine durch die WahJ eines optlmalen 
Milieus fur das Virus zu erreichen. Als chemisette Komponenten dieses Milieus sind eine Vielzahl von chemischen Verbindungen 
bekannt Keine dieser Verbindungen allein oder deren bisher verwendete Mischungen fuhrte zur Herstellung einer 
M a sern vakzine, deren Viru sg eha It nach therm ischer Belastung 7 Tage bei 37*C weniger als eine logarithmische Therstufe abf Silt, 
wie es die WHO fur diesen Impfstoff fordert 

In Ullmann 4. Auflage, Bd. 21 , S. 303 ist die Verwendbarkeit von AminosSuren als Stabi I isatorsubst a nz fur Virus-impfst ffe 
erwahnt. Aufierdem ist in Mayr/Bachmann/Bibrack/Wittmann: „Virologische Arbeitsmethoden*, Bd.2, Jena, 1977, S. 138 die 
Verwendung von oligomeren und monomeren Polyhydroxyverbindungen sowie Aminosluren als Stabilisatoren von 
Virusprdparaten beschrieben. Diese Verfahren werden jedoch nicht den Anforderungen der WHO be*0glich der Thermostabilitlt 
des Lebendvirusimpfstoffes gerecht, 



Ziel der Erflndung 

Ziel der Erfindung ist es daher, ein Verfahren zur Stabilisierung zu entwickefn, um z. B. der WHO-f ordorung fOr den 
Masernimpfstoff zu genugen. 



Darlegung des Weses der Erflndung 

Es wurde uberraschenderweise gefunden, daQ die Thermostabilitlt von Virusimpfstoffen in Ldsungen von Aminosauren, 
P lyhydroxyverbindungen und Polysaccharide!) betrachtlich zunimmt. 

Als Impfvirus wurde z.B. derMasernvirusstamm L 1 6/SSW verwendet. Das virushaltige Zellkulturmedium, eingestellt auf 10 s bis 
1 0 6 plaquebildende Einheiten/ml, wird mit einem sterilfiltrierten Stabilisatorgemisch im Verhlttnis 2:3 Volumenteilen gemischt. 
Das Stabilisatorgemisch enthalt die Aminosaure L-Arginin (z. B. als Hydrochloride die Polyhydroxyverbindung Saccharose, 
Sorbit Oder Trehalose und das Porysaccharid Dextran mit einem mittleren Molekulargewicht von 8kD bis 1 40 kD, vorzugsweise 
40-70 kD, im Masseverhiltnis 5:2:3. Die Masse des Stabilisatorgemisches pro, Einerimpfdosis ist zu 20 bis 40 mg festgelegt Die 
Mischung von Virus und Stabillsator wird unter sterilen Bedingungen wahlweise zu Einer- (0,5ml) oder Zehnerimpfst ffdosen 
(5n;l) abgef ullt und anschliettend eingef roren. In der letzten Stufe der Impf stoffherstellung wird das Wasser in der Vakzine durch 
Lyophilisation entfernt Die Bedingungen der Lyophilisation mQssen so gewdhlt werden, daB der gefriergetrocknete Impfst ff 
erne Restfeuchte, gemessen mit der Methode der WHO, von nicht mehr als 0,4% aufweist. Das erfindungsgemaOe Verfahren 
fuhrt durch Zugabe von 50% der Aminosiurekomponente und in reiner Form u be r rase he nd zum Erfolg. Der 
Leb ndvirusimpfstoff weist durch das erftndungsgemfiBe Verfahren nach einer Temperaturbehandlung von 7 Tagen be! 37 # C 
nur einen Abfall des vlrustiters von weniger als eine logarithmische Titerstufe auf, was den WHO-Anforderungen entspricht Der 
Masernimpfstoff kann eirueln verabreicht werden od r in Kombination mit anderen Vlrusimpfst ffen (z.B. Mumps- und/oder 
RdtelnimpfstofQAnw ndungfinden. Durch die h" here Thermostability bed ingt, ist eine Anwendungd s Impfst ffs nicht nur in 
der g mSSigten, s ndern auch in der subtroptschen und tropischen Klimazone mdglich. 
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Ausfuhrungsbeispiel 
Beispiel 1 

DasStabilisatorgemischwirdzusamm ngesetztaus: 10ml0,5mol/1 L-Arginin-Hydrochlorid ( ingestellt aufpH 7,0), 1,05 ml 40% 
Saccharose, 10,5ml Infukoll-lnfusionslosung 6% (Dextran ^OkD"). Diese Mischung wird sterilfiltri rt und 18ml werden mit 
1 2 ml masern viru shaltigem Zellkulturuberstand vereint. Jeweils 0,5 ml dies r Vakzine werden in Rollrandfta' schchen gef Cj lit 
(Einerdosis) und anschlieBend bei -20°C eingefr ren. Oie Lyophilisation wird 48 Stunden bei 22°C ausgefuhrt. Die Hal ft e der so 
hergestellten lyophilisierten Masernvakzine wird 7 Tage bei 37°C inkubiert und bis zur Virusgehaltsb stimmung durch ein 
Plaquezahlverfahren bei -20°C aufbewahrt. Virustiter vor der Temperaturb handlung 10 s ' 10 PBE/ml, Virustiter nach der 
Temp raturbehandlung 10 4 - 29 PBE/ml, logarithmische Titerdifferenz: 0,81. 

Beispiel 2 

Das Stabilisatorgemisch wird zusammengesetzt aus: 

10ml 0,5mol/l L-Arginin-Hydrochlorid (pH 7 # 0); 6,3ml Infukoll 40 (Dextran .40 kD"); 1,05ml 44,2% Trehalose • 2 H 2 0; 4ml 
5,25 mol/l Phosphat-Puffer (pH 7,0). Die Fertigung der Impfstoffdosis erfolgte nach Beispiel 1 . Die logarithmische Titerdifferenz 
nach der Temperaturbehandlung betrug 0,85 Einheiten. 

Beispiel 3 

Das Stabilisatorgemisch wird zusammengesetzt aus: 

10ml 0,5 mol/l L-Arginin-Hydrochlorid (pH 7,0); 6,3ml Infukoll 40 (Dextran „40kD - ); 1,05ml 40% Sorbit; 4ml 5,25ml/l Phosphat- 
Puffer (pH 7,0). Die Fertigung der Impfstoff basis erfolgte nach Beispiel 1. Die logarithmische Titerdifferenz nach der 
Temperaturbehandlung betrug 0,92 Einheiten. 



